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Streszczenie

Liscie morwy zawieraja polifenole, alkaloidy, terpenoidy oraz steroidy. Ich ekstrakty moga by¢ cen-
nym sktadnikiem zywnosci prozdrowotne;.

Celem pracy byta optymalizacja procesu ekstrakcji zwiazkéw fenolowych z lisci morwy oraz ocena
aktywnos$ci przeciwrodnikowej uzyskanych ekstraktow testem DPPH, z wykorzystaniem metody po-
wierzchni odpowiedzi (Response Surface Methodology).

Na podstawie RSM, w wybranych zakresach stezenia etanolu w wodzie i w wybranej temperaturze
procesu ekstrakeji, uzyskano najwigksze zawartosci polifenoli i najwyzsza aktywno$¢ przeciwrodnikowa.
Wartosci przewidywane nie roznily sig istotnie od wartos$ci oznaczonych eksperymentalnie (p < 0,001).
Stezenie etanolu w wybranym ekstrakcie wyniosto 65 %, a temperatura procesu ekstrakcji: 63 °C.

Stowa kluczowe: liscie morwy biatej, proces ekstrakcji, polifenole ogoltem, aktywnos¢ przeciwrodnikowa,
Response Surface Methodology

Wprowadzenie

Ekstrakty z lisci morwy, ze wzgledu na wlasciwosci biologiczne, sa cennym su-
rowcem do produkcji prozdrowotnych produktow wspomagajacych uktad krazenia
i aktywno$¢ przeciwcukrzycowq. LiScie morwy sa zasobne w zwiazki bioaktywne,
takie jak: polifenole, alkaloidy, steroidy oraz terpeny. Glownymi substancjami o wta-
$ciwos$ciach przeciwutleniajacych w lisciach sa: glikozydy flawonoli (3-(6-malonylo-

Drinz. M. Jeszka-Skowron, Instytut Chemii i Elektrochemii Technicznej, Wydz. Technologii Chemicznej,
Politechnika Poznanska, Pl. Marii Skiodowskiej-Curie 5, 60-965 Poznan, prof. dr hab. E. Flaczyk,
dr inz. J. Kobus-Cisowska, prof. dr hab. D. Gérecka, Katedra Technologii Zywienia Cztowieka, dr inz.
A. Kosmider, Katedra Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnosci, Wydz. Nauk o Zywnosci i Zywieniu,
Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu, ul. Wojska Polskiego 28, 60-637 Poznan.

Kontakt: magdalena.jeszka-skowron@put.poznan.pl



OPTYMALIZACJA PROCESU EKSTRAKCJI ZWIAZKOW FENOLOWYCH O AKTYWNOSCI... 149

glikozyd) kwercetyny, 3-(6-malonyloglikozyd) kemferolu, rutyna, izokwercytryna),
kumaryny (skopolina, skimina) oraz fenolokwasy (kwas chlorogenowy i kwas kawo-
wy) [11, 13, 15, 17]. Liscie zawieraja takze alkaloidy, w tym pochodne piperydynowe:
(1,5-dideoksy-1,5-imino-D-sorbitol (DNJ) oraz fagomina), polihydroksylowane po-
chodne pirolidyny i alkaloidy nortropanowe [4]. Zwiazki te wykazuja udokumentowa-
na aktywnos$¢ przeciwmiazdzycowa i1 przeciwcukrzycowa [6, 13, 18]. Roéwniez owoce
morwy maja wysoki potencjat przeciwutleniajacy [3].

Dotychczas nie optymalizowano procesu ekstrakcji zwiazkow fenolowych z lisci
morwy polskiej odmiany wielkolistnej zotwinskiej. Na podstawie wczesniejszych ana-
liz ekstraktow do niniejszej pracy wybrano ekstrakt etanolowy, poniewaz zawierat
istotnie wigcej polifenoli ogolem oraz charakteryzowat si¢ wyzsza aktywnoS$cia prze-
ciwrodnikowa niz ekstrakt acetonowy czy wodny pozyskany z lisci morwy [12].

W celu optymalizacji warunkoéw ekstrakcji zastosowano metodg ptaszczyzny od-
powiedzi (ang. Response Surface Methodology - RSM), ktéra wykorzystuje metody
analizy matematycznej oraz statystycznej do okreslenia interakcji migdzy badanymi
zmiennymi pozwalajacymi na wyznaczenie wilasciwej odpowiedzi przy minimalne;
liczbie doswiadczen [5]. Plan centralny kompozycyjny jest jednym z najpopularniej-
szych form RSM, stosowany w celu optymalizacji r6znych procesow zwiazanych
z zywno$cia 1 roslinami, takimi jak: proces ekstrakcji zwiazkow bioaktywnych [10, 20,
23], mielenie [9], procesy fermentacji roslin [8] czy produkcja dietetycznych produk-
tow skrobiowych [19].

Celem pracy byla optymalizacja procesu ekstrakcji zwiazkow fenolowych oraz
aktywnosci przeciwrodnikowej z lisci morwy biatej za pomoca mieszaniny etanolu
i wody, na podstawie zastosowanego planowania do$wiadczen metoda powierzchni
odpowiedzi (RSM). W pracy postawiono hipotezg, ze metoda RSM pozwoli uzyskac
optymalne warunki ekstrakcji przy stosunkowo niskich naktadach surowcowych i od-
czynnikowych.

Material i metody badan

Liscie morwy biatej (Morus alba L.) odmiany wielkolistnej zotwinskiej zebrano
na poczatku sierpnia 2009 roku na plantacji Instytutu Wilokien Naturalnych i Roslin
Zielarskich w Poznaniu, w Zaktadzie Doswiadczalnym Pe¢tkowo. Liscie wraz z szyput-
kami wysuszono w temperaturze 60 = 1 °C i zmielono do postaci proszku o stopniu
rozdrobnienia 0,8 - 0,08 mm [16]. Susz z li$ci przechowywano w pojemnikach (PE)
bez dostepu swiatla w temp. 4,0 = 0,5 °C.

Do uzyskania zwiazkdéw fenolowych z lisci morwy zastosowano trzykrotna eks-
trakcje. W pierwszym etapie 2 g proszku z lisci morwy zalewano 40 ml mieszaniny
rozpuszczalnikow etanolu z woda. Zakres temperatur oraz stezenie etanolu w wodzie
przyjete w doswiadczeniu przedstawiono w tab. 1. i 2. Cato$¢ wytrzasano w tazni
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wodnej w okreslonej temperaturze przez 15 min i statej amplitudzie, a supernatant
dekantowano. W drugim i trzecim etapie ekstrakcji liscie ponownie zalewano rozpusz-
czalnikiem w ilosci 30 ml i wytrzasano przez 15 min. Roztwory z trzech etapow taczo-
no, filtrowano (Whatman 1 : 11 um) i uzyskiwano 100 ml ekstraktu. Stalymi parame-
trami procesu ekstrakcji we wszystkich doswiadczeniach byty: stopien rozdrobnienia
liSci, stosunek masy surowca do ilo$ci rozpuszczalnika, wytrzasanie z taka sama ampli-
tuda oraz czas ekstrakcji. W zaplanowanych doswiadczeniach sumaryczny czas eks-
trakcji wyniost 45 min. Wykonano trzykrotna ekstrakcj¢ po 15 min [2]. Wydajnos¢
procesu ekstrakcji wyniosta 27,55 + 0,22 %.

Ogoblna zawartos¢ polifenoli w $wiezych ekstraktach z liSci morwy oznaczano
przy uzyciu odczynnika Folina-Ciocalteu’a [7]. Metoda polegata na pomiarze zmiany
barwy zo6ttego odczynnika Folina-Ciocalteu’a zredukowanego grupami hydroksylo-
wymi zwiazkow fenolowych w srodowisku weglanu sodu na barwe niebieska. Absor-
bancj¢ probek mierzono przy uzyciu spektrofotometru firmy Metertek SP-830 (Taj-
wan), przy dlugosci fali A = 765 nm). Do wykreslenia krzywej kalibracyjnej uzyto
roztworow alkoholowych kwasu galusowego jako wzorca (r = 0,99). Wyniki wyrazano
jako rownowaznik kwasu galusowego (GAE) w mg-g"' suchej masy ekstraktu. W celu
obliczenia suchej masy ekstraktu swieze ekstrakty pozyskane z lisci morwy zaggszcza-
no do sucha.

Oznaczenie aktywnos$ci przeciwrodnikowej $wiezych ekstraktow z lisSci morwy
wykonywano metoda spektrofotometryczna z uzyciem stabilnego rodnika
2,2’-difenylo-1-pikrylohydrazylu (DPPH) [1]. Polegalo ono na okresleniu stopnia wy-
gaszania rodnikow DPPH przez zawarte w ekstraktach przeciwutleniacze, czemu towa-
rzyszyto zmniejszenie intensywnosci barwy purpurowej i przejscie w barwe zolta.
Absorbancjg probek, po uptywie 30-minutowej inkubacji w temp. 20 £ 2 °C bez doste-
pu $wiatla, mierzono przy dtugosci A = 517 nm (Metertek SP-830, Tajwan).

Zdolno$¢ wygaszania wolnych rodnikow DPPH obliczano z rownania:

(EW_EO)
AA=100—— 100 %,

Ex

gdzie:
AA — zdolno$¢ wygaszania wolnych rodnikow DPPH [%],
E,, — absorbancja probki wlasciwej (ekstrakt z lisci morwy) z roztworem DPPH,
E,— absorbancja probki wtasciwej bez dodatku roztworu DPPH,
Ey — absorbancja probki kontrolnej (alkoholowy roztwér DPPH).

Jednoczesnie wyznaczano badana aktywnos$¢ przeciwrodnikowa w  mM
Trolox/100 g suchej masy ekstraktu. Testy wykonano w trzech powtdrzeniach.

Wyboru odpowiedniego modelu (powierzchni), stuzacego do okreslenia pozio-
méw zmiennych (temperatura, st¢zenie etanolu), przy ktorych proces ekstrakeji osiaga
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wartosci ekstremalne (optymalne) przy przyjetych ograniczeniach, kierowano si¢ war-
tosciami wspotczynnika determinacji (R?) oraz skorygowanego wspotczynnika deter-
minacji (Adj R?). Kierowano si¢ rowniez rezultatem testu braku dopasowania (Lack of
fit) (p > 0,05) oraz warto$cia wspotczynnika dopasowania modelu (Desirability) [14].
Pozostate wyniki poddano jednoczynnikowej analizie wariancji (ANOVA). Istotnos¢
roéznic pomigdzy wartosciami §rednimi analizowano za pomoca testu Tukeya. Do okre-
$lenia stopnia wzajemnych powiazan pomig¢dzy poszczegdlnymi parametrami oblicza-
no wspoétczynnik korelacji Pearsona (r). Testowanie prowadzono na poziomie istotno-
sci p < 0,05. Wszystkie analizy wykonano w programie Statistica 10,0 (StatSoft Inc.,
Tulsa, USA).

Wiyniki i dyskusja

W pracy przeanalizowano wplyw stgzenia rozpuszczalnikow (etanolu z woda)
oraz wplyw temperatury procesu ekstrakcji na zawarto$¢ zwiazkow fenolowych i po-
tencjat przeciwrodnikowy, mierzony testem DPPH w ekstrakcie etanolowym z lisci
morwy biatej odmiany wielkolistna zotwinska (tab. 1).

Tabela 1. Wybrane parametry wstgpne RSM ekstraktu etanolowego z lisci morwy.
Table 1. Selected preliminary RSM parameters of ethanol extract from mulberry leaves.

Najnizszy poziom | Najwyzszy poziom
Czynnik Nazwa czynnika Jednostka Typ czynnika czynnika
Factor Name of Factor Unit Type The lowest level The highest level
of Factor of Factor
X, Stezenie etanolu. [%] 60 96
Ethanol concentration Numeryczny
X, Temperatura ekstrakgji [°C] Numeric 20 70
Temperature of extraction

Sumaryczny czas ekstrakcji wszystkich doswiadczen byt jednakowy i wynosit
45 min. Na podstawie powyzszych danych program wyznaczyt 13 do$wiadczen, ktore
obejmowaty pig¢ powtorzen dla punktu centralnego (tab. 2).

Po wykonaniu analiz empirycznych, czyli po oznaczeniu st¢zenia polifenoli i ak-
tywnosci przeciwutleniajacej badanych ekstraktow oraz estymacji z wykorzystaniem
zgromadzonych danych, wybrano na podstawie warto$ci wspdtczynnika determinacji
(R?) oraz poprawionego wspolczynnika determinacji (Adj R*) odpowiedni zredukowa-
ny model kwadratowy, a program wyznaczyt optymalne poziomy czynnikow X; (roz-
puszczalnika — etanolu) oraz X, (temperatury). Wyniki te zweryfikowano, oznaczajac
w kolejno wyznaczonym ekstrakcie rzeczywista zawartos¢ polifenoli ogotem oraz
aktywnos¢ przeciwrodnikowa testem DPPH.
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Tabela 2. Plan centralny kompozycyjny oraz wyniki do§wiadczen obejmujace odpowiedzi odnoszace si¢
do ekstraktow etanolowych z lisci morwy.
Table 2. Central composition plan and experimental results to comprise responses referring to ethanol
extracts of mulberry leaves.

enic | Coymik X, | Polienole |  Odpovied2
Kolejnosé Kolejnosé N i 2 DPPH Response 2
L. L .. i etanolu Temperatura Response 1
doswiadczen | doswiadczen Typ . [mM Trolox/
Factor X Factor X, Phenolics
Sequence of | Sequence of | Type 100 g s.m.
. . Ethanol Temperature | [mg GAE/g s.m.
experiments | experiments . ekstraktu/dry mass
concentration [°C] ekstraktu/dry
of extract]
[%] mass of extract]
1 13 Fact 65,00 28,00 99,37 +8,91 24,54 £ 0,99
2 10 Fact 91,00 28,00 34,92 +£4,49 8,29+ 0,31
3 8 Fact 65,00 63,00 116,40 £+ 6,59 33,02+0,59
4 1 Fact 91,00 63,00 68,78 £2,60 15,38 £ 0,35
5 3 Axial 59,62 45,50 93,38 £6,24 28,20 +0,28
6 5 Axial 96,38 45,50 29,09 + 3,68 2,43 +£0,54
7 2 Axial 78,00 20,75 70,92 +2,89 17,00 £ 0,60
8 11 Axial 78,00 70,25 112,8 £5,26 40,51 £ 0,64
9 7 Center 78,00 45,50 97,66 + 0,01 23,33 +£0,27
10 9 Center 78,00 45,50 94,13 £ 1,33 23,75+ 1,10
11 1 Center 78,00 45,50 86,11 £1,70 20,65 + 0,60
12 6 Center 78,00 45,50 82,90 +4,01 21,61 £0,74
13 4 Center 78,00 45,50 94,45 +2,31 18,82 £ 0,45

Objasnienia / Explanatory notes:
* - kolejnos$¢ nierandomizowana / non-randomized sequence; ** - kolejno$¢ randomizowana / randomized
sequence; DPPH — 2,2’-difenylo-1-pikrylohydrazyl

Zawarto$¢ polifenoli w etanolowych ekstraktach z lisci morwy wynosita od 34,92
do 116,40 mg GAE/g s.m. ekstraktu, natomiast aktywnos$¢ przeciwrodnikowa miescita
si¢ w przedziale: 2,43 - 40,51 mM Trolox/100 g s.m. ekstraktu (tab. 2).

Wyniki analizy wariancji zredukowanego modelu kwadratowego przestawiono

w tab. 3. Test braku dopasowania (Lack of Fit) okazal si¢ nieistotny w porownaniu
z bledem czystym (Pure Error). Jednoczes$nie test braku dopasowania zostatl potwier-
dzony wysokimi wspdtczynnikami determinacji oraz skorygowanego wspdtczynnika
determinacji, ktore wyniosty odpowiednio: R* = 96,16 %, Adj. R* = 94,88 % (polifeno-
le ogdtem) oraz R” = 94,61 %, Adj. R* = 91,91 % (aktywnos¢ przeciwrodnikowa bada-
na testem DPPH).
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Tabela 3. Wyniki analizy wariancji zredukowanego modelu kwadratowego.
Table 3. Analysis of variance results of reduced quadratic model.

. Polifenole ogotem Aktywno$¢ przeciwrodnikowa (DPPH)
Wyszczeg6l- . . .
. Total phenolic content DPPH scavenging activity
nienie
Item SS DF MS F Prob SS DF MS F Prob
Model 8101,09 | 3 |2700,36 | 75,09 | <0,0001 | 1097,55| 4 | 274,39 | 35,08 | <0,0001
A - stgzenie
etanolu 1 5150 61| 1 | s150.61 | 143,23 | <0,0001 | 61836 | 1 | 61836 | 79.06 | <0,0001
A - ethanol
concentration
B-temp. | 5593 1 | 151573 | 42,15 | 00001 | 297.90 | 1 |297.90 | 38.09 | 0.0003
B - temp.
A’ 143476 | 1 | 1434,76 | 39,90 | 0,0001 89,68 1 89,68 | 11,47 | 0,0096
B? 68,14 1 68,14 | 8,71 | 0,0184
Reszta 32364 | 9 | 3596 6257 | 8 | 7,82
Residue
Brak
dopasowania 168,07 5 33,61 0,86 0,5721 46,33 4 11,58 2,85 0,1671
Lack of Fit
Coystyblad 15556 | 4 | 3889 1624 | 4 | 406
Pure Error

Objasnienia: / Explanatory notes:
SS - suma kwadratow / sum of squares; DF - stopnie swobody / degrees of freedom; F - wartos¢ F / F
value; MS - $redni kwadrat / mean square; Prob - prawdopodobienstwo / probability.

Na podstawie powyzszych wynikoéw i wybranego modelu pogram wyznaczyt
przewidywane wartosci polifenoli oraz aktywno$¢ przeciwrodnikowa (tab. 4). Ilosci
polifenoli oznaczone do$wiadczalnie nie roznily sig statystycznie istotnie od wartosci
przewidywanych (p < 0,001) i zawarte byty w przedziale ufnosci 95 % $rednie;.

Po analizie wplywu stezenia etanolu i temperatury procesu ekstrakcji na zawar-
tos¢ polifenoli w ekstrakcie etanolowym z lisci morwy stwierdzono, ze wraz ze wzro-
stem temperatury tego procesu wzrastala zawarto$¢ polifenoli w badanym ekstrakcie
(rys. 1). Z kolei, im stezenie etanolu w uktadzie ekstrakcyjnym wzrastato, tym zawar-
tos¢ polifenoli malata.

W badaniach ustalono empirycznie, ze stezenie rozpuszczalnikow miato decydu-
jacy wpltyw na pozyskanie wigkszej ilosci polifenoli, przy czym ekstrakcja trzykrotna
w sumarycznym czasie 45 min umozliwita uzyskanie najwigkszej zawartosci zwiaz-
kow fenolowych. Podobne zaleznosci uzyskali Katsube i wsp. [15], ktorzy analizowali
parametry procesu ekstrakcji glikozydow flawonoli z lisci morwy za pomoca etanolu
o réznym stgzeniu.
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Tabela 4. Wartosci przewidywane oraz oznaczone doswiadczalnie w ekstrakcie etanolowym z lisci mor-
wy.
Table 4. Predicted and experimentally determined values in ethanol extract from mulberry leaves.

Wartosci
Wartosci Przewidywany 95 oznaczone
Odpowiedz przewidywane | blad standardowy 95 % ° doswiadczalnie
. . . maksimum .
Response Predicted Predicted standard | minimum . Experimentally
maximum .
values error determined
values
1 *
Polifenole 116,81° 3,54 108,81 124,81 116,91 + 0,01
Phenolics
Aktywno$¢
przeciwrodnikowa
DPPH** 36,06* 1,71 32,12 40,01 38,814 £0,02
DPPH scavenging
activity

Objasnienia: / Explanatory notes:

rézne litery w wierszach wskazuja statystyczna istotno$¢ roznic w tescie Tukeya przy p < 0,001 / different
letters in rows point out statistical significance of differences in Tukey’s test at p < 0.001; * mg GAE/g
s.m. ekstraktu / mg GAE/g of dry mass of extract; ** mM Trolox /100 g s.m. ekstraktu / mM Trolox
/100 g of dry mass of extract.

Na wyniki procesu ekstrakeji, rozumiane jako najwigksza ilos¢ wyekstrahowa-
nych polifenoli i najwyzsza aktywnos$¢ przeciwrodnikowa, wptywata rowniez tempera-
tura ekstrakcji. Na ogol przyjmuje sig, ze wraz ze wzrostem temperatury wzrasta ilos¢
ekstrahowanych zwiazkoéw. Jednakze zbyt wysoka temperatura moze powodowac roz-
ktad zwiazkoéw termolabilnych i zmiany w sktadzie zwiazkow bioaktywnych. Dlatego
w przeprowadzonych doswiadczeniach, w ktorych badano zakres temp. 20 - 70 °C,
optymalna temperatura ekstrakcji roztworem etanolowo-wodnym wyniosta 63 °C.

Jednoczes$nie po przeanalizowaniu wplywu stezenia etanolu i temperatury procesu
ekstrakcji na aktywno$¢ przeciwrodnikowa (DPPH) ekstraktu etanolowego z lisci
morwy stwierdzono, ze aktywnos$¢ przeciwutleniajaca badanych ekstraktow wzrastata
wraz ze zmniejszaniem si¢ stezenia etanolu w wodzie (od 99 do 65 % etanolu) (rys. 2).
Aktywnos$¢ przeciwrodnikowa ekstraktu o st¢zenia etanolu wynoszacym 65 % wynio-
sta powyzej 37 mM Trolox/100 g s.m. ekstraktu. Natomiast powyzej stezenia 78 %
etanolu aktywno$¢ przeciwrodnikowa ekstraktu stopniowo obnizata si¢. Temperatura
ckstrakcji rowniez miala istotny wptyw na aktywno$¢ badanych ekstraktow i wraz z jej
zwigkszaniem wzrastata aktywno$¢ ekstraktow mierzona testem DPPH. Natomiast
w zakresie temperatur 28,0 - 45,5 °C aktywnos$¢ przeciwrodnikowa wynosita od 2 do
8 mM Trolox/100 g s.m.
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Rys. 1.  Wplyw stezenia etanolu i temperatury procesu ekstrakcji na zawarto$¢ polifenoli w ekstrakcie

etanolowym z lisci morwy.
Fig. 1.  Effect of ethanol concentration and temperature of extraction process on content of phenolics in

ethanol extract from mulberry leaves.
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Rys.2. Wplyw stezenia etanolu i temperatury procesu ekstrakcji na aktywno$¢ przeciwrodnikowa
(DPPH) ekstraktu etanolowego z lisci morwy.
Fig. 2.  Effect of concentration of ethanol and temperature of extraction process on antiradical activity

(DPPH) of ethanol extract from mulberry leaves.
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Dopasowanie modelu bylo najwyzsze przy 65-procentowym stgzeniu etanolu
w wodzie, natomiast malato wraz z jego wzrostem (rys. 3). Zaobserwowano takze, ze
temperatura procesu ekstrakcji w zadanym zakresie, czyli od 28 do 63 °C wplywata
istotnie na dopasowanie modelu. W temperaturze ponizej 63 °C istotnie obnizato si¢
dopasowanie modelu, w szczegolnosci, gdy stezenie rozpuszczalnika wyniosto 91 %,
to warto$¢ dopasowania modelu byta roéwna 0.

Program wyliczyt optymalne poziomy st¢zenia etanolu w wodzie i temperatury
procesu ekstrakcji tj. odpowiednio: 65 % oraz 63 °C. Stosujac powyzsze parametry
procesu ekstrakcji uzyskano najwicksze stgzenie polifenoli i najwyzsza aktywnos$¢
przeciwrodnikowa oznaczona testem DPPH o dopasowaniu modelu wynoszacym 0,94.
Optymalny proces wydobycia zwiazkow o aktywnosci przeciwutleniajacej z lisci
morwy biatej odmiany wielkolistnej zoétwinskiej pozwolil na zastosowanie stosunkowo
niskich naktadow surowcowych, odczynnikowych i czasowych.

Dopasowanie modelu

Desirability
0.940
0.730
0.520
0310
0.100
63.00
65.00 ; ;
71.50 " 45.50
78.00 = i
A: Stezenie etanolu 84.50 e gj $gmggg}dz
A: Concetration of ethanol 91.00 28.00 .

Rys. 3.  Wplyw stgzenia etanolu i temperatury procesu ekstrakcji na dopasowanie modelu.
Fig. 3.  Effect of concentration of ethanol and temperature of extraction process on Desirability of
model.

Zastosowane w modelu RSM odpowiedzi pozwolity okresli¢ wspotzaleznosé li-
niowa pomigdzy zawartos$cia polifenoli ogétem oraz aktywnos$cia przeciwrodnikowa
z rodnikiem DPPH. Wysoka warto$¢ wspotczynnika korelacji Pearsona (r = 0,92; przy
p <0,001) potwierdzita wystapienie istotnych zaleznosci liniowych, co znaczy, ze wraz
ze wzrostem zawartosci polifenoli wzrastala aktywnos$¢ przeciwrodnikowa mierzona
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testem DPPH. Podobne zalezno$ci w roznych surowcach zielarskich przedstawili Sier-
zant 1 wsp. [22]. Karacabey i Mazza [14] okre$lili, ze aktywnos$¢ przeciwutleniajaca
ekstraktow etanolowych z moszczu winogron mierzona testami TEAC oraz ORAC
byla wysoko skorelowana z zawarto$cia polifenoli w badanych ekstraktach, odpowied-
nio r = 0,95 oraz r = 0,89 przy p < 0,001. Rowniez Sielicka i wsp. [21] stwierdzili do-
datnia korelacje pomigdzy zawartoScia polifenoli a aktywnos$cia przeciwutleniajaca
oznaczong testem DPPH w herbatkach ziotowych i ziotowo-owocowych (r = 0,70).
Dodatnia korelacja pomigdzy aktywno$cia przeciwrodnikowa i zawarto$cia zwiazkow
fenolowych wskazuje, ze mechanizm dziatania przeciwutleniajacego zwiazkow zawar-
tych w ekstrakcie polega na neutralizacji wolnych rodnikow. Tak wigc otrzymany eks-
trakt alkoholowy, jako bioaktywny komponent, moze by¢ szeroko stosowany w zyw-
nos$ci o znaczeniu prozdrowotnym.

Whioski

1. Zastosowanie modelu RSM w celu optymalizacji procesu ekstrakcji lisci z morwy
pozwolito okresli¢ optymalne warunki procesu ekstrakcji zwiazkow bioaktywnych
przy wykonaniu minimalnej liczby doswiadczen.

2. Stwierdzono wysoka wspolzalezno$¢ liniowa pomigdzy zawartoscig polifenoli
ogotem a aktywnoscia przeciwrodnikowa mierzona testem DPPH.

3. Wybrany ekstrakt moéglby by¢ komponentem wielosktadnikowych produktow bio-
aktywnych.

Praca zostata wykonana w ramach projektow nr N N312 209138 oraz PO IG
01.01.02-00-061/09 ,, Nowa zywnos¢ bioaktywna o zaprogramowanych wtasciwosciach
prozdrowotnych”.
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OPTIMIZING PROCESS OF EXTRACTING PHENOLIC COMPOUNDS HAVING
ANTIRADICAL ACTIVITY FROM WHITE MULBERRY LEAVES BY MEANS
OF RESPONSE SURFACE METHODOLOGY (RSM)

Summary

Mulberry leaves contain polyphenols, alkaloids, terpenoids, and steroids. Their extracts can be a valu-
able component of the pro health food.

The objective of the research study was to optimize the process of extracting phenolic compounds
from mulberry leaves and to assess the antiradical activity of derived extracts by a DPPH test, with the use
of a response surface methodology (RSM).

Based on RSM, the highest contents of polyphenols and the highest antioxidant activity were obtained
within the selected ranges of the ethanol concentration in water and at a selected temperature of the extrac-
tion process. The predicted values did not differ significantly from the experimentally determined values
(p < 0.001). The rate of ethanol concentration in the selected extract was 65 %, and the temperature of
extraction process was 63 °C.

Key words: white mulberry leaves, extraction process, total phenolics, antiradical activity, Response
Surface Methodology
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